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Resumen
Se estableció  un  banco  de  sueros y  ADN en  el  laboratorio  múltiple  de  ciencias
animales  de  la  Universidad  Tecnológica  de  Pereira,  con  muestras  de  sangre
obtenidas de 150 búfalos de 5 haciendas lecheras ubicadas en el eje cafetero. Las
muestras  fueron  sometidas  a  procesos  de  centrifugación  y  Salting  Out  para  la
extracción de suero y ADN respectivamente, con el fin de obtener una colección de
información biológica  organizada y clasificada dentro  de  una base de datos que
alberga datos precisos. Todo esto con el objetivo de tener un espacio que ayude en
el desarrollo de futuras investigaciones, encaminadas a la vigilancia, prevención, y
control  de  enfermedades  que  involucren  la  producción  bufalina,  e  incluso  en  el
apoyo de programas de mejoramiento genético.
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Abstract
A bank of serum and DNA was established in multiple laboratory animal science of
Universidad Tecnológica of Pereira, with blood samples obtained from 150 buffaloes
of 5 dairy farms located in the coffe axis. Samples were subjected to centrifugation
and processes for extraction Salting Out serum and DNA respectively,  in order to
obtain  a  collection  of  information  organized  and  classified  biological  within  a
database that contains accurate data. All  this with the goal  of  having a space to
assist in the development of future research aimed at monitoring, prevention, and
control of diseases involving the production buffalo, and even in supporting breeding
programs.
Introducción
Los búfalos,  junto con los bovinos, son clasificados zoológicamente en la familia
Bovidae y en la subfamilia  bovinae (1). El bovino pertenece al género Bos Taurus,
mientras el  búfalo  es del  genero Bubalis,  originario  de Asia (2).  El  búfalo posee
características  de  adaptación  y  producción  únicas  en  los  diferentes  sistemas
productivos en los que son utilizados, ya sea para carne, leche o cría. Es por estas
características que su población a nivel  mundial,  ha incrementado en los últimos
años en proporciones mucho mayores en comparación con otras especies como los
bovinos, cerdos e incluso los pollos (3). Adicionalmente, es una especie que en la
actualidad forma parte importante de la seguridad alimentaria de millones de familias
pobres en continentes como Asia y américa, especialmente en el centro y sur del
continente (4).
En  Colombia  hace  algunos  años  se  ha  venido  incursionando  con  la  producción
bufalina,  pero aún se tiene gran desconocimiento en aspectos como la  sanidad,
genética, y manejo. En la zona del Magdalena medio de Colombia se encuentra la
población de búfalos más grande del  país,  y  es precisamente allí  donde se han
realizado  los  pocos  estudios  que  se  han  hecho  en  Colombia  con  el  fin  de
caracterizar algunos aspectos productivos de los búfalos (5). En cuanto a la zona
cafetera colombiana los estudios relacionados con esta especie son inexistentes, lo
que hace necesario intensificar la investigación e identificar la posible presencia de
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enfermedades de la que puede ser reservorio o padecer esta especie de importancia
económica  para  el  país,  pues  debido  a  su  familiaridad  con  el  bovino,  puede
compartir  entidades  patológicas  similares  o  presentar  algunas  específicas  que
puedan afectar la producción con sistemas bufalinos o bovinos, los cuales incluso
comparten a menudo áreas geográficas comunes (6). 
Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo fue el establecimiento de un banco de
suero y ADN, el cual construye un punto de partida importante para el desarrollo de
futuras investigaciones encaminadas a la vigilancia, prevención, control y tratamiento
de enfermedades que involucren la producción bufalina, e incluso en el apoyo de
programas de caracterización y mejoramiento genético.
Materiales y métodos
Se tomaron muestras de 150 búfalos adultos (en producción) de la raza Murrah y
Murrah-Mediterráneo  de  5  haciendas  lecheras  ubicadas  en  el  eje  cafetero  de
Colombia. Se incluyeron machos y hembras en etapa productiva, para poder contar
con registros de producción de leche y el intervalo entre partos en las hembras. Para
la toma de las muestras se hizo desinfección del  área con alcohol  al  70% y se
realizó una punción en la vena coccígea media. La extracción de la sangre se hizo
con una aguja calibre 18 con tubos al  vacío BD vacutainer  (DBvacutainers)  con
EDTA  (Ácido  etilendiaminotetraacético)  como  anticoagulante.  Las  muestras  se
homogenizaron  por  inversión,  se  rotularon  y  se  llevaron  en  condiciones  de
refrigeración, para realizar la separación del  suero y la extracción de ADN en el
laboratorio múltiple de ciencias Animales de la Universidad Tecnológica de Pereira.
Las muestras de sangre se llevaron a un tubo cónico de 15 ml y se centrifugaron
durante 4 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente, para luego recuperar los
sueros y los leucocitos. Para la extracción del ADN se realizó la técnica de Salting
out, donde se utilizó el tubo cónico de 15 ml al cual se le adicionaron 2 volúmenes
de buffer de lisis I (10 mM Tris HCl pH 7.6, 320 mM de sucrosa, 5 mM MgCl2-6H2O
y 1% Tritón X-100), se centrifugó por 12 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente
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y se descartó el  sobrenadante conservando el  pellet.  Posteriormente, se hicieron
varios lavados por centrifugación con buffer de lisis I hasta obtener un botón blanco
de células, el cual luego se resuspendió en 5 ml de buffer de lisis II (10 mM Tris HCl
pH 8.2, 400 mM de NaCl, 2 mM de Na2EDTA, proteinasa  K 2 mg/ml y 200 ul de
SDS). Después de la digestión se adicionó 1,5 ml de solución salina saturada (6 M),
se mezcló con vórtex y se centrifugó por 10 minutos a 3500 rpm a temperatura
ambiente, después se recogió el sobrenadante en un tubo de 15 ml, al cual se le
agregó etanol al 100% a -20°C hasta rebozar el tubo, se agitó suavemente el tubo
por inversión hasta observar la madeja de ADN. Se hizo un lavado con 1 ml de
etanol al 70%, se centrifugó a 4000 rpm descartando el sobrenadante, se dejó secar
el tubo invertido sobre una toalla de papel y se resuspendió el botón en 1 ml de
buffer TE 1X pH 8.0 (Tris HCl 1 M y EDTA 0.5 M), el cual se almacenó a 4°C hasta el
momento del análisis. Una vez extraído el ADN, este fue chequeado para establecer
su integridad por  medio de electroforesis  en gel  de  agarosa al  8% y  el  registro
fotográfico fue tomado.
Todas  las  muestras  fueron  correctamente  identificadas  y  ubicadas  en  cajas  de
almacenamiento,  anotando  la  ubicación  de  las  celdas  en  un  libro  control  y  en
formato electrónico.
Resultados y discusión
Se tomaron  las  muestras  de  150  búfalos  de  los  cuales  la  mayoría  90% fueron
hembras,  la  descripción general  de los animales muestreados se presenta en la
tabla 1. Con las muestras se realizó todo el procedimiento de separación de suero
de manera exitosa y la extracción de ADN en el 98% de los casos, como se reporta
en otros estudios donde se realizó el mismo método Salting Out(7), e incluso fue
comparado con otros métodos y se encontró que es el segundo más efectivo, fácil y
económico  (8).  La  integridad  de  las  muestras  de  ADN  fue  probada  mediante
electroforesis  y  fue  posible  observar  una  buena  integridad  en  las  muestras
recolectadas (9) (figura 1). De la separación de suero se obtuvieron 150 muestras
que fueron posteriormente organizadas en cajas para tubos Eppendorf previamente
marcadas y  ubicadas en el  refrigerador  de  la  nevera del  laboratorio  múltiple  de
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Ciencias Animales de la Universidad Tecnológica de Pereira, a una temperatura de
-20ºC: De la misma manera las muestras de ADN fueron organizadas en cajas para
tubos Eppendorf previamente marcadas y ubicadas en la estantería 2 de la misma
nevera a 4ºC.
Todas las muestras fueron debidamente identificadas con números arábigos en la
tapa y el reverso, e igualmente se pasó la información a bases de datos digitales y
escritas incluyendo toda la información disponible para el código del animal, el hato,
el municipio/vereda, la edad, el sexo, la raza, el color, el padre, la madre y algunas
consideraciones como la ubicación de la caja y la posición de la muestra en el banco
de  sueros  y  ADN respectivamente.  Una  muestra  del  formato  se  presenta  en  la
tabla1.
Los  bancos  de  sueros  son  básicamente  una  colección  de  sueros,  debidamente
planeada, conservada y catalogada, estos constituyen un apoyo para la vigilancia
epidemiológica  y  el  estudio  de  la  historia  natural  de  las  enfermedades
experimentadas por una población animal (10). Ratificando su importancia se han
creado los mismos en varios países (Estados Unidos, Sudáfrica, Australia, Nueva
Zelanda, y Gran Bretaña), en cada uno de estos países son usados con diversos
objetivos entre ellos: estudio de enfermedades de reciente aparición o contribución
al  conocimiento  de  determinada  enfermedad;  establecimiento  de  prioridades  de
vacunación;  identificación  de  peligros  ambientales,  etc  (11)(12),  y  es  también
mencionado por la OMS como una alternativa para vigilancia de la salud pública a
nivel  mundial,  pues  debido  a  la  globalización  el  tráfico  de  personas  y  animales
aumenta cada vez más (13) .
Los bancos de ADN al igual que los bancos de sueros son una colección de células
que albergan dicha información, que ha tenido iniciativa en países como Alemania,
con su red de bancos de ADN (14). Estos bancos surgen fundamentalmente de la
necesidad de conservar la biodiversidad, que cada vez esta sido más amenazada
con  el  cambio  climático  y  el  deterioro  acelerado  de  sus  habitad  (10),  y  esta
necesidad de crear estos espacios para la investigación fue apoyada por muchos
países durante la Convención de Diversidad Biológica (CBD 1992) realizado en Rio
de Janeiro, Brasil (15).   
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Como toda colección un banco de suero y ADN debe tener un sistema que organice,
clasifique,  y  administre  su  información,  como  una  base  de  datos;  sistema  que
proporciona información de manera confiable y rápida para cualquier caso en la que
se  requiera,  incluso  es  de  gran  ayuda  para  realizar  análisis  retrospectivos  y
prospectivos  de  cualquier  situación  y  además  apoyar  en  la  toma  de  decisiones
oportunas (16). 
Conclusiones 
El  método salting-out  es  un método de extracción de ADN muy utilizado por  su
facilidad  y  los  pocos  implementos  necesarios  para  realizarlo,  el  cual  pudo  ser
implementado exitosamente para obtener el ADN de los búfalos muestreados.
Fue posible establecer un banco de sueros y de ADN en el  laboratorio múltiple de
ciencias Animales de la Universidad Tecnológica de Pereira, que servirá como punto
de  partida  para  el  establecimiento  de  programas  de  seguimiento  y  control  de
enfermedades en los sistemas de producción bufalina del  eje  cafetero,  y  servirá
como modelo para la creación de bancos en otras especies.
Recomendaciones
Inspeccionar estado sanitario actual de los hatos bufalinos del eje cafetero.
Realizar  investigación  que  confronte  prevalencias  de  enfermedades  a  nivel
serológico y de ADN.
Ejecutar caracterización genética y productiva de los bufalinos presentes en hatos
del eje cafetero. 
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Anexos
Fecha Municipio/Vereda Hato Código del animal Sexo Edad Raza Color Producción(vida) Padre Madre Número caja Ubicación
20/07/2016 CALARCA DARIEN 1-328 He:Rp 4a6m MEDIT(50%) x MURRA(50%)NEG A 1.237 MILLENNIO 328 001 A1
20/07/2016 CALARCA DARIEN 1-388 He:Rp 4a7m MURRAH NEGRA 1.077 7316 7313 001 A2
20/07/2016 CALARCA DARIEN ene-07 He:Rp 4a2m MURRAH NEGRA 1.310 7306 8307 001 A3
20/07/2016 CALARCA DARIEN ene-38 He:Rp 3a9m MURRAH MONA 7316 8338 001 A4
20/07/2016 CALARCA DARIEN 2-0341MONOTRESCUARTO Ma:Rp 3a0m MEDIT(75%) x MURRA(25%)MONO CABIRIO 0-341 001 A5
20/07/2016 CALARCA DARIEN 2-338 He:Rp 3a2m MURRAH MONA 9397CABIRIO 338 001 A6
20/07/2016 CALARCA DARIEN 2-344PERDIOCRIA He:Rp 3a1m MEDIT(50%) x JAFA(50%)MONA MILLENNIO 344 001 A7
20/07/2016 CALARCA DARIEN SANDRITA He:Rp 2a5m MEDIT(50%) x JAFA(50%)MONA 9397CABIRIO 0-339 001 A8
20/07/2016 CALARCA DARIEN 3-1384 He:Rp 2a1m MEDIT(50%) x MURRA(50%)MONA O-B-O-N-ESEXADO 1-384 001 A9
20/07/2016 CALARCA DARIEN 3-7317. He:Rp 2a5m MEDIT(50%) x MURRA(50%)MONA MILLENNIO 7317 001 A10
20/07/2016 CALARCA DARIEN 4-312FALDA He:Rp 1a4m MEDIT(50%) x MURRA(50%)MONALUCERO LUCKYSEXADO 312 001 B1
20/07/2016 CALARCA DARIEN abr-38 He:Rp 11m MURRAH MONA 1-306 8338 001 B2
20/07/2016 CALARCA DARIEN FABIOLA He:Rp 11a4m MURRAH MONA 856 001 B3
20/07/2016 CALARCA DARIEN 348BUENALECHELINDA He:Rp 7a4m MURRAH NEGRA 1.048 001 B4
20/07/2016 CALARCA DARIEN 349 He:Rp 7a6m MURRAH NEGRA 808 001 B5
20/07/2016 CALARCA DARIEN 357 He:Rp 5a11m MEDITERRA NEGRA 1.076 001 B6
20/07/2016 CALARCA DARIEN 0-311 He:Rp 4a9m MURRAH NEGRO 1.148 7306 311 001 B7
20/07/2016 CALARCA DARIEN 5395-7 He:Rp 7m MURRA(75%) x MEDIT(25%)NEGRA 1-306 0-311 001 B8
20/07/2016 CALARCA DARIEN 6310 He:Rp 8a9m MURRAH NEGRA 1.397 301 310 001 B9
20/07/2016 CALARCA DARIEN 7310 He:Rp 8a4m MURRAH NEGRA 884 301 311 001 B10
Tabla 1. Formato para almacenamiento de muestras de laboratorio con su ubicación
y características básicas del animal.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de muestras de ADN
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